(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltoi^anisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichui^sdatum 
21. Juli 2005 (21.07.2005) 




PCT 



(10) Internationale Yeroffentlichungsnummer 

wo 2005/066361 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation'^: C12Q 1/68 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2004/014015 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

7. Dezember 2004 (07.12.2004) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

103 60 968.7 24. Dezember 2003 (24.12.2003) DE 

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Aus- 
nahme von US)i AGOWA GESELLSCHAFT FUR 
MOLEKULARBIOLOGISCHE TECHNOLOGIE 
MBH [DE/DE]; Glienicker Weg 185, 12489 Berlin (DE). 

(72) Erfinder;und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): WAMBUTT, Rolf 
[DE/DE]; Florian Geyer Str. 28, 12489 Berlin (DE). 
SCHUBERT, Frank [DE/DE]; Pilgramer Str. 160 B, 
12623 Berlin (DE). 

(74) Anwalte: RASCH, Dorit usw.; Wallstrasse 58/59, 10179 
Berlin (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir 

jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart)i AE, AG, AL, 
AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, 
CN, CO, CR, CU, CZ, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, 
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NT, NO, NZ, OM, PG, 
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, S Y, TJ, TM, 
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 
ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir 
jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW, 

GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, 
ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 
TJ, TM), europaisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, 
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, 
PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Veroffentliciit: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ( "Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations ") am Anfang Jeder reguldren Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: METHOD FOR ENRICHING AND STABILISING COMPONENTS WHICH CONTAIN DNA AND WHICH ARE 
MADE OF BIOLOGICAL MATERIALS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANREICHERUNG UND STABILISIERUNG VON DNA-HALTIGEN BESTANDTEI- 
LEN AUS BIOLOGISCHEN MATERIALIEN 



(57) Abstract: The invention relates to an improved method for enriching and stabilising components which contain DNA and 

which are made of biological materials, in particular, blood samples. The sample materials containing DNA are partially lysed in a 
lysis/bonding puffer system and the components containing DNA, such as cell nuclei, are bound to a functionalised solid surface. 
Said system comprises lysis reagents and solid adsorbents. The surface of the adsorbents are functionalised with polymers from 



IT) 



polymerisable acids or derivatives thereof, whereon the components containing DNA bind. Organic or inorganic solid materials act 
as carrier materials which can be functionalised. 

(57) Zusaminenfassung: Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Anreicherung und Stabilisierung von DNA-haltigen 
Bestandteilen aus biologischen Materialien, insbesondere aus Blutproben. Die DNA-haltigen Probenmaterialien werden in einem 
Lyse-BindungspufferSystem partiell lysiert und die DNA-haltigen Bestandteile, wie z.B. Zellkeme, an eine funktionalisierte feste 
Oberflache gebunden. Das System umfasst Lysereagentien und feste Adsorbentien, wobei die Oberflachen der Adsorbentien mit 
Polymeren aus polymerisationsfahigen Sauren oder deren Derivaten funktionalisiert sind, an die DNA-haltige Bestandteile binden. 
Als funktionalisierbare Tragermaterialien konnen organische oder anorganische feste Materialien dienen. 
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Verfahren zur Anreicherung und Stabilisierung von DNA-haltigen 
Bestandteilen aus biologischen Materialien 

5 Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Anreicherung und 
Stabilisierung von DNA-haltigen Bestandteilen aus biologischen IVlaterialien, 
insbesondere aus Blutproben. Die DNA-haltigen Probenmaterialien werden in 
einem Lyse-BindungspufferSystem partiell lysiert und die DNA-haltigen 
Bestandteile, wie z.B. Zellkerne, an eine funktionalisierte feste Oberflache 

10 gebunden. Das System umfasst Lysereagentien und feste Adsorbentien, wobei 
die Oberflachen der Adsorbentien mit Polymeren aus polymerisationsfahigen 
Sauren oder deren Derivaten funl<tionalisiert sind, an die DNA-haltige Bestandteile 
binden. AIs funktionalisierbare Tragermaterialien konnen organische oder 
anorganische feste Materialien dienen. Die restlichen Bestandteile des 

15 Probenmaterials werden abgetrennt. AnschlieRend konnen die gebundenen DNA- 
haltigen Bestandteile des Probenmaterials weiter aufgereinigt werden und die 
DNA wird nach an sich bekannten Techniken isoliert. Gegebenenfalls werden die 
DNA-haltigen Bestandteile des Probenmaterials unter einer bestimmten 
lonenstarke von der Oberflache abgelost, eine Weiterbearbeitung kann jedoch 

20 auch direkt unter Einsatz der festphasengebundenen DNA-haltigen Bestandteile 
erfolgen. In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung haben die festen 
Adsorbentien magnetische Eigenschaften und/oder die Gestalt von Mikropartikein 
mit einem Durchmesser im Bereich von 1-100 jjm. 

25 Mit der Etablierung DNA-analytischer Methoden in der Laboratoriumspraxis, 
insbesondere der klinischen Analytik, haben Methoden zur 
Nukleinsaureaufreinigung eine rasante technologische Entwicklung durchlaufen. 
Besonderes Augenmerk gilt vor allem Nukleinsaureisolationsverfahren, die 
geeignet sind auf automatischen „Liquid Handling"-Systemen appliziert zu 

30 werden. Herausragend sind hier Festphasenextraktionskonzepte, die 
Adsorbentien mit magnetischen Eigenschaften nutzen, da durch die mogliche 
Manipulation dieser Adsorbentien mit magnetischen Feldern ein manuelles 
Eingrelfen in den Extraktionsverlauf umgangen wird und der Prozess damit 
vollautomatisch gestaltet werden kann. 

35 

Gerade in der klinischen Analytik, etwa der Untersuchung des Major 
Histocomparability Complexes (MHC, HLA Analytik) wird eine bestimmte 
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Mindestmenge und -konzentration von DNA nach der Isolation enA^artet, die den 
Einsatz relativ grower IVIengen an Probenmaterial erforderiicin macht. Das 
automatische Extrahieren dieser relativ grolien Probenmengen ist jedoch 
problematisch, da die zur Verfugung stehenden Pipettierroboter nicht in jedem Fall 
5 in der Lage sind die erforderlichen Volunnina effektiv zu bearbeiten. Das gilt 
insbesondere fur die DNA-lsolierung aus Blutproben, denn der zellulare Anteil des 
Blutes besteht bekanntermalien zum groBten Teil aus roten Blutkorperchen 
(Erythrocyten). Diese sind aber fur eine DNA-lsolierung ungeeignet, da sie keinen 
Kern besitzen, so dass lediglich die weilien Blutkorperchen, die Leukocyten, 
10 interessant sind. 

Zusatzlich entstehen bei der Lagerung von Blutproben mit groBen Volunnina haufig 
Platzprobleme. Hier behilft man sich zur Zelt u.a. mit der Lagerung von 
sogenannten Buffy coats, deren Herstellung jedoch ausschlieRllch manuell 
15 erfolgen kann. Die nachfolgende Isolation von DNA aus Bufty coats kann sich 
aufgrund hoher Zellkonzentrationen schwierig gestalten. Ein weiteres Problem 
stellt die Instabilitat der DNA-haltigen Bestandteile ummittelbar nach der 
Probenentnahme dar. Vollblut und Buffy coat mussen kuhl gelagert werden, um 
einem DNA-Abbau vorzubeugen. 

20 

Dementsprechend wurden Strategien entwickelt, vor der eigentlichen DNA- 
Extraktion die DNA-haltigen Zellen bzw. die DNA-haltigen Bestandteile des 
Probenmaterials, insbesondere von Blut, anzureichern. 

25 Entsprechende Verfahren sehen mehrere Arbeitsschritte vor. Zellen, aus denen 
DNA isoliert werden soli, werden z.B. durch Zentrifugation angereichert, 
anschlieBend lysiert, erneut zentrifugiert, danach wird das Lysat mit speziellen 
Tragern, die DNA binden, in Kontakt gebracht. Eine dieser Varianten zur 
Anreicherung DNA-haltiger Bestandteile besteht in der chemischen Lyse der 

30 Zellen mittels sogenannter Lysepuffer fur rote Blutzellen {Red Cell Lysis Buffer, 
RGB), der Pelletierung der DNA-haltigen Bestandteile des Blutes durch 
Zentrifugation und dem anschliefienden Extrahieren der DNA aus diesem Pellet 
[Epplen & Lubjuhn (1999) DNA profiling and DNA fingerprinting, Birkhauser 
Verlag, Berlin, S. 55]. 

35 

Diese Verfahren sind nicht sehr automatisierungsfreundlich, da die 
Zentrifugationsschritte einer durchgehend automatisierten Extraktion von 
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Nukleinsauren entgegenstehen. Die Integration von Zentrifugen in 
Robotersysteme ist zwar moglich, die Umsetzung ist jedoch auRerordentlich 
kostenintensiv und technologisch schwerzu realisieren. 

5 Ein anderer methodischer Ansatz nutzt die Affinitat spezieller Antikorper gegen 
DNA-haltige Blutzellen (z.B. CD 4 Zellen). Diese Antikorper, gebunden an 
Magnetpartikel eriauben eine Aufkonzentrierung von DNA-haltigen Blutzellen und 
damit eine Verringerung des Volumens, welches in die eigentliche DNA-lsolation 
eingeht. Eine Variante zur Isolation von DNA-haltigen Blutzellen mittels an 

10 Magnetpartikel gebundene speziflsche Antikorper ist von Hardingham et aL 
beschrieben worden [Hardingham et aL (1993) Cancer Research 53, 3455-3458; 
Lundeberg & Larsen (1995) Biotechnology Annual Review 1, 373-401]. Nachteile 
des angefuhrten Verfahrens sind einmal der hohe Preis fur die eingesetzten 
Magnetpartikel. Zum anderen versagt dieses Verfahren beim Einsatz von 

15 gefrorenen Blutproben, wie er in der klinischen Praxis durchaus die Regel ist, da 
durch das Einfrieren und Auftauen des Probenmaterials die Zellen zerstort wurden 
und die Spezifitat der Antikorper nicht mehr zum Tragen kommt. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Anreicherung 
20 und Stabilisierung von DNA-haltigen Bestandteilen aus biologischen Materialien, 
insbesondere aus Blut, zu entwickein, wobei durch das Verfahren 
Prob e n Materialien bereitgestellt werden sollen, die eine nachfolgende einfache 
und vollautomatische DNA-lsolierung gestatten, und nachteilige grolie 
Probenvolumina und die DNA-lsolierung storende Zentrifugationsschritte 
25 vermeiden. Des weiteren soli eine stabile Lagerung der DNA im Probenmaterial 
unter gunstigen Temperaturbedingungen eriaubt sein. 

Die Aufgabe konnte erfindungsgemali geiost werden, indem biologische 
Materialien in einem ersten Schritt einer partiellen Lyse in Gegenwart von 

30 mindestens einem Lysereagenz und mindestens einem festen Adsorbens, das 
eine mit Polymeren funktionaiisierte Oberflache aufweist, unterworfen werden, 
Dabei binden die DNA-haltigen Bestandteile des Probenmaterials gleichzeitig an 
die feste Oberflache, die erfindungsgemalJ aus Polymeren, umfassend ein 
Tragerpolymer, vorzugsweise aus polymerisationsfahigen Sauren oder Derivaten 

35 von polymerisationsfahigen Sauren, oder aus Polymeren, umfassend ein Gemisch 
aus vorgenanntem Tragerpolymer und anderen polymerisationsfahigen Sauren 
Oder deren Derivaten, vorzugsweise ausgewahit aus Sulfonsaure, Phosphonsaure 
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Oder Carbonsaure, besteht Andere polymerisationsfahige Sauren oder deren 
Derivate umfassen solche polymerisationsfahigen Sauren oder deren Derivate, die 
in einer besonderen Ausfuhrungsform der festen Oberflache nicht mit jenen des 
Tragermaterials identisch sind, und werden in der vorliegenden Erfindung auch als 
5 Saurekomponente bezeichnet. Nach der Abtrennung des Uberstandes werden die 
gebundenen DNA-haltigen Bestandteiie einer DNA-lsolierung nacli an sich 
bekannten Verfahren zugefuhrt. Dazu konnen sie zunachst eluiert werden. 

Es konnte in uberraschender Weise festgestellt werden, dass niciit die freie DNA, 
10 sondern DNA-haltige Bestandteiie eines Lysats, das in sehr groliem Umfang die 
intakten Bestandteiie des Cytoplasmas, insbesondere die Zellkerne, wie z.B. die 
Leukozytenkerne des Blutes, enthalt, an die funktionalisierten Oberflachen der 
festen Adsorbentien binden. 

15 Die an die erfindungsgemaRen Adsorbentien fixierten DNA-haltigen Bestandteiie 
des Probenmaterials sind gegen degradierende enzymatische oder chemische 
Einfliisse geschutzt und stabil, und sie konnen deshalb unkompliziert, 
insbesondere bei Raunntemperatur, gelagert bzw. transportiert werden. 

20 Das erfindungsgemaUe Verfahren erieichtert besonders die Isolation von DNA aus 
groRen Probenvolumina, denn diese ursprunglich grolien Volunnina, wie z.B. von 
Blutproben, werden auf die DNA-haltigen Bestandteiie reduziert. Die 
Lagermoglichkeit an Probenmaterialien, aus denen anschlieliend die DNA isoliert 
werden soil, wird enorm verbessert. 

25 

Vorzugsweise bestehen die Oberflachenpolymere aus Tragerpolymeren aus 
Acrylsaure oder Methacrylsaure oder deren Derivaten, wie z.B. aus Acrylamid, 
Methacrylamid oder Acrylsaureestern. 

30 Daruber hinaus konnen die polymeren Oberflachen als zweite Komponente 
polymerisierte Sauren, vorzugsweise Sulfon- Phosphon- oder Carbonsaure, oder 
polynnerisierte Derivate von polymerisationsfahigen Sauren, vorzugsweise Sulfon- 
oder Phosphonsaureverbindungen, besonders bevorzugt Vinylphosphonsaure, 
Vinylsulfonsaure oder deren Derivate, wie z-B. Styrensulfonsaure, enthalten. 

35 Bevorzugt im Sinne der Erfindung sind Copolymere aus einem Tragerpolymer und 
der Saurekomponente Sulfonsaure oder Vinylsulfonsaure. 
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Gegebenenfalls konnen weitere Monomerkomponenten mit einer 
. „ polymerisierbaren Doppelbindung, wie z.B. Vinylacetat, vinylgruppenhaltige 
Silylverbindungen und Vinylstearat, verwendet werden. Besonders wertvoll ist die 
Verwendung letztgenannter Monomere zur Erzielung bestimmter Oberflachen- 
5 eigenschaften des Adsorbens, wie Benetzbarkeit oder IVIodifizierbarkeit. 

Die Oberflachenpolymere sind im Fall von Copolymeren unter eine.m definierten 
Verhaltnis der verschiedenen Monomere zusammengesetzt, in binaren Systemen 
vorzugsweise im Verhaltnis 9:1 bis 1:1 von Tragerpolymer zu Saurekomponente, 
10 besonders bevorzugt im Verhaltnis 9:1 bis 3:1, 

Der Gehalt der polymerlsationsfahigen Saurekomponente im Reaktionsgemisch 
llegt zwischen 10 % w/w und 50 % w/w, vorzugsweise zwischen 10 % w/w und 25 
% w/w. Vorzugsweise haben die funktionalisierten Oberflachen Styrensulfonsaure 
15 In einem Massenanteil zwischen 10 % w/w und 50 % w/w, besonders bevorzugt 
zwischen 10 % w/w und 25 % w/w. 

Tragermaterialien fur die erfindungsgemaBen Polymere konnen alle 
anorganischen oder organischen Materialien sein, die auf Grund ihrer chemischen 

20 Eigenschaften eine Aktivierung gestatten. Ebenso konnen anorganlsche oder 
organische Materialien genutzt werden, die sich in die erfindungsgemaflen 
Polymere einbetten lassen, etwa durch Vernetzen ioslicher Derivate von 
Polymeren. Dazu gehoren z.B. Polystyren, Polysulfone, unmodifizierte oder 
modifizierte Kieselgele. Besonders eignen sich Hydroxylgruppen tragende 

25 Polymere, wie z.B. Cellulose, ganz besonders geeignet sind Polyvinylalkohol- 
derivate. Weiterhin konnen Polyester, Polyamide, Polycarbonate usw. eingesetzt 
werden. 

Die Venwendung der die Oberflacheneigenschaften der Adsorbentien 
30 bestimmenden Polymere als Tragermaterialien ist ebenfalls moglich, sofern die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften dieser Materialien eine Handhabung in 
wasserigen Losungen erlauben. In einer bevorzugten Verfahrensvariante 
bestehen die auf den Adsorbentienoberflachen aufgebrachten Polymere aus dem 
Tragermaterial und/oder Vinylsulfonsauremonomeren, die in das lysierte 
35 biologische Material eingebracht werden. 
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In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform dieser Erfindung bestehen die 
festen Tragermaterialien zur Anreicherung der DNA-haltigen Bestandteile aus 
Mikropartikein mit magnetischen Eigenschaften, die sie durch Aniegen externer 
magnetischer Felder mechanisch manipulierbar maclien. Besonders bevorzugt 
5 werden Mikropartikel mit magnetisclien Eigenschaften und einem Durchmesser im 
Bereich von 1-100 pm, vorzugsweise 1-30 \Am, besonders bevorzugt 3-10 pnri, 
eingesetzt, Solche IVIikropartikel sind dem Fachnnann bekannt. Ihre Herstellung 
erfolgt nacin an sicli bekannten Methoden, so wie beispielsweise in DE 43 07 262 
und US 5,648,124 beschrieben. 

10 

Die Herstellung der zur erfindungsgemalien Anreicherung notwiendigen 
Adsorbentien kann z.B. durch die dem Fachmann hinlanglich bekannten 
Pfropfpolymerisationsverfahren, wie z.B, dem Aufbringen der Monomergemische 
auf mittels Peroxidradikalen aktivierte Oberflachen, erfolgen. 

15 

So lassen sich beispielsweise mit Dialdehyden vernetzte Polyvinylalkoholderivate 
mittels konzentrierter Losung von Wasserstoffperoxid aktivieren [Bates & Shanks 
(1980) J. MacromoL Science Chem. A14, 137-151; Bolto et aL (1978) J. AppL 
Polym. Sci. 2, 1977]. Ebenso ist eine Aktivierung der Basisoberflache durch 
20 partielle Oxidation mit Cer(IV)-ammoniumsulfat [IVIukopadhyay et aL (1969) J. 
Polym. Sci. A-1 7, 2079] denkbar. Andere Aktivierungsverfahren sind die 
photochemische Aktivierung der Oberflache durch Sensibilisatoren wie 
Benzophenon oder Methylenblau, 

25 Des weiteren ist die chemische Anbindung der die Oberflacheneigenschaften der 
Adsorbentien bestimmenden Polymere uber auf den festen Tragermaterialien 
befindliche sogenannte Ankergruppen moglich. So konnen beispielsweise die 
Polymere an Aminogruppen, die sich auf der Oberflache der Tragermaterialien 
befinden, kondensiert werden, Dem Fachmann ist bekannt, wie Aminogruppen auf 

30 die Tragermaterialien aufgebracht werden, 

Ein Vernetzen loslicher Derivate der erfindungsgemalien Polymere mittels 
geeigneter Vernetzungsreagentien in Gegenwart der festen organischen oder 
anorganischen Tragermaterialien fuhrt ebenfalls zu Adsorbentien mit den 
35 erfindungsgemaden Eigenschaften. 



wo 2005/066361 



PCT/EP2004/014015 



Weiterhin konnen die Oberflacheneigenschaften der Adsorbentien durch die 
zusatzliche Verwendung von weiteren Monomerkomponenten mit einer 
polymerisierbaren Doppelbindung beeinflusst werden. So kann man 
beispielsweise durch den Einsatz von Vinylacetat und dessen Hydrolyse nach der 
5 Polymerisation das Benetzungsverhalten der Adsorbentien verbessern. 

Die festen Adsorbentien konnen bevorzugt als loses Pulver oder als Filtermateriai, 
das modifiziert sein kann, zum Einsatz gelangen. Besonders bevorzugt ist ein 
Einsatz als Fiitermatrix in Filterplatten. Beispielliaft sei eine Verwendung der 
10 bescliriebenen Adsorbentien in sogenannten „Spin columns", d.h. in klelnen 
Chromatographiesaulen fur die Handhabung in Tischzentrifugen, genannt. 

Zur Anreicherung der DNA-haltlgen Bestandteile konnen die funktionalislerten 
Adsorbentien vor, glelchzeitig oder nach der Lyse in das biologische Material, das 

15 vorzugsweise In Form einer biologischen Losung vorllegt, eingebracht werden. 
Der Zeitpunkt wird u.a. durch die Beschaffenheit der Adsorbentien bestlmmt 
Beispielsweise werden bel einer Verwendung als Fiitermatrix die biologischen 
Proben vorzugsweise nach der Lyse mIt den beschriebenen Adsorbentien 
kontaktiert, so dass die DNA-haltigen Bestandteile an die funktionalislerten 

20 Oberflachen binden konnen. 

Als loses Pulver werden die festen Adsorbentien vorzugsweise in Gegenwart der 
Lysereagentien in die biologischen iVlaterialien eingebracht. Das biologische 
Material wird lysiert und die DNA-haltigen Bestandteile des Probenmaterials 
25 binden an die funktionalisierten Oberflachen. 

Biologische Materialien in Sinne dieser Erfindung konnen Korperflussigkeiten sein, 
wie z.B. Blut, Urin oder Cerebrosplnalflusslgkeit. Dariiber hinaus konnen als 
weitere biologische Materialien z.B. auch Plasma, Zellen, Buffy coat, 

30 Leukocytenfraktionen, Sputum, Sperma oder Organismen (Einzeller, wie z.B. 
Eukaryonten oder Prokaryonten, Mehrzeller, Insekten usw.) verwendet werden. 
Weiterhin konnen zu diesen biologischen Materialien Kulturen von 
MIkroorganlsmen, zellhaltige Materialien, wie z.B. Gewebe oder Bodenproben, 
Bestandteile von Pflanzen oder anderen Organismen gehoren. Besonders eignet 

35 sich das erfindungsgemaRe Verfahren fiir die Anreicherung DNA-haltiger 
Bestandteile in Blut (humanes Vollblut), Buffy coat, Leukocytenfraktionen und 
Zellkulturen. 
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DNA-haltige Bestandteile im Sinne dieser Erfindung sind vorzugsweise Zellkerne 
und andere DNA-haltige Organellen, wie z.B. Mitochondrien, Chloroplasten oder 
im Probenmaterial enthaltenen DNA-iialtige Proteinkomplexe aber aucli DNA- 
5 haltige Viren wie das Hepatitis C Virus, das Cytomegalie-Virus u.a. 

Die Lysereagentien bewirken gegebenenfalls einen osmotisclien Schock und 
offnen die Zellmembranen. Andere die Stabilitat der Zellstruktur storende 
Lysebedingungen, wie z.B. mechanisciie Einwirkungen durch Kugeimuhie, French 
10 Press, Ultraschail usw,, ein enzymatischer Abbau von Zellwand bzw. Zellmembran 
durch zellwandlytische Enzyme und/oder die Wirkung oberfiachenaktiver 
Substanzen sind ebenfalls denkbar. 

Zur Losung der erfindungsgemajJen Aufgabe eignen sich als Lysereagentien 
15 besonders Losungen, die Detergentien enthalten, wie z.B. Triton X-100, Tween 
20, Tween 80, NP-40 und Briej 35. Die Detergentien konnen sowohl als alleinige 
Komponente als auch in Kombination mit einem Komplexbildner aus der Reihe der 
chelatartigen Liganden und/oder mit einem nativen Kohlenhydrat verwendet 
werden, vorzugsweise mit einem Oligosaccharid, dass zu mindestens 50 % aus 
20 Glucoseeinheiten besteht, besonders bevorzugt mit einem Disaccharid, wie z.B. 
Saccharose. Weiterhin konnen ionische Detergentien, wie z.B. 
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) oder Sodiumdodecylsulfat (SDS), 
Verwendung finden. Das anionische Detergenz SDS lost durch Micellenbildung 
Lipide aus der Zellmembran, deren zerstorte Struktur zelleigenen Enzymen 
25 Angriffspunkte zum weiteren Abbau der Zellwand bietet. 

Gegebenenfalls konnen dem Lysereagenz - einzein oder in Kombination - Saize 
ein- Oder zweiwertiger Kationen zugesetzt sein und/oder zellwandlytische Enzyme, 
wie z.B. Glukansen, Proteasen , Zellulasan usw., 

30 

ErfindungsgemaR werden bevorzugt Lysereagentien eingesetzt, die 0.5 % v/v bis 
5 % v/v Komplexbildner und/oder 0.5 % v/v bis 3 % v/v Detergenz umfassen, 
wobei ein Volumenanteil von 1.0 % v/v bis 1.5 % v/v an Detergenz bevorzugt ist, 
Besonders bevorzugt ist ein Lysereagenz, umfassend Triton, Saccharose 
35 und/oder Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Ganz besonders bevorzugt ist ein 
Reagenz, enthaltend 0.5 M EDTA, 1 % v/v Triton X-100 und 2.5 M Saccharose. 



wo 2005/066361 



PCT/EP2004/014015 



Das Lysereagenz wird bevorzugt in Kombination mit magnetischen Mikropartikein 
verwendet, die eine durch Acrylamid, IVIethacrylamid, Acrylsaurederivate und/oder 
polymerisationsfahige Sauren oder deren Derivate, vorzugsweise Sulfonsaure- 
Derivate, funktionalisierte Oberflache zur Bindung der DNA-haltigen Bestandteile 
5 umfassen. 

Oberraschend erfolgt unter den Bedingungen einer partiellen Lyse, wie sie bei der 
Zerstorung der Zeilmennbran gegeben ist, eine Bindung DNA-haltiger Bestandteile, 
wie z.B. von Zellkernen, Mitocliondrien, Chloroplasten oder DNA-haltigen 
10 Proteinkomplexen aber auch DNA haltiger Viren an das Adsorbens. Reine DNA 
bindet unter diesen Bedingungen nicht an das Adsorbens und ist in beispielhaften 
Untersuchungen be! VenA^endung der beschriebenen Puffersysteme nicht 
isolierbar, 

15 Die restlichen Bestandteile des Probenmateriais werden abgetrennt. In einer 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaRen Verfahren werden nach einer 
Bindungszeit der DNA-haltigen Bestandteile von 1-10 IVIinuten, vorzugsweise nach 
2-5 Minuten, die Adsorbentien mit den gebundenen DNA-haltigen Bestandteilen 
vom restlichen Probenmaterial abgetrennt Die sich im Probennnaterial 

20 befindlichen DNA-haltigen Bestandteile werden entsprechend aufkonzentriert, 
wodurch das in ein Verfahren zur DNA-lsolierung eingehende Volumen drastisch 
reduziert werden kann. Mit dem vorliegenden Anreicherungsverfahren kann eine 
Volumenreduzierung auf mindestens 1/4 des ursprunglichen Probenvoiumens 
erreicht werden, vorzugsweise auf 1/8, besonders bevorzugt auf weniger als 1/10. 

25 

Nach erfolgter Bindung werden die DNA-haltigen Bestandteile gegebenenfails von 
den Adsorbentien eluiert. Eine eventuelle Elution der DNA-haltigen Bestandteile 
kann unmittelbar nach dem Verwerfen des lysierten Probenmateriais oder nach 
einer Zwischenlagerung erfolgen. Dazu findet belsplelsweise ein kleines Volumen 

30 einer wasserigen Salzlosung mit definierter lonenstarke Anwendung. Als Salze 
werden bevorzugt Alkalihalogenide und Erdalkallhalogenlde, wie z.B, NaCI, KCI 
Oder CaCb, besonders bevorzugt Lithium- oder Calciumhalogenide, und ganz 
besonders bevorzugt Lithiumchlorld und Calciumchlorid allein oder im Gemisch 
miteinander, verwendet. Die Salze konnen sowohl als alleinige Komponenten in 

35 wasseriger Losung oder als Bestandteile wasseriger Pufferlosungen mit anderen 
Komponenten, wie z.B. dem Fachmann bekannten Detergentien oder 
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Komplexbildnern, in einer bevorzugten Konzentration von 0.01 M bis 3.5 M, 
vorzugsweise in einer Konzentration von 0.01 bis 1.0 M, zum Einsatz konnmen. 

fViit dem erflndungsgennaBen Verfahren ist das Volumen der zur Ablosung der 
5 DNA-haltigen Bestandteile benotigten Losung deutlich geringer als das 
Ausgangsvolumen der biologischen Probe, so dass eine Konzentration der 
aufzureinigenden DNA erreicht wird und die Extraktion in kleinen Volunnina z.B, 
nnit Robotern vollautomatisch erfolgen kann. 

10 Die so gebundenen DNA-haltigen Bestandteile konnen, gegebenenfalls nach 
Lagerung und Elution, einer an sich bekannten Aufreinigung und DNA-lsolierung, 
deren Durchfuhrung auch vollautomatisch moglich ist, unterzogen werden. Diese 
Verfahren sind dem Fachmann bekannt. So kann beispielswelse nach Abtrennung 
in der Probe vorhandener Proteine, z.B. durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion, 

15 die zu isolierende DNA prazipitiert werden durch die Zugabe von Salzen, z.B. 
Natriumacetat, oder durch Zugabe eines organischen Losungsmitteis, 
insbesondere Alkohol, wie z.B. Ethanol oder Isopropanol, Oder uber ein bekanntes 
Festphasenextraktionsprinzip, etwa der Bindung der DNA in Gegenwart von 
chaotropen Substanzen an silikatische Materialien, weiter aufgereinigt werden. Die 

20 Aufreinigung kann auch durch Gelfiltration, Gelelution oder lonenaustauscher 
erfolgen. Mehrere der vorgenannten Methoden konnen kombiniert werden. 

Der erfindungsgemalie Anreicherungsschritt kann in ein vollautomatisches 
Verfahren integriert werden, da es nur von der technischen Gestaltung des 
25 eingesetzten Adsorbens abhangt, welches automatische Verfahren zur 
Anreicherung DNA-haltiger Bestandteile verwendet wird. 

Die Erfindung soli nun anhand einiger Beispiele illustriert werden, ohne sie aber 
auf diese Beispiele zu beschranken. 

30 

Beispiel 1 

Herstellung von funktionallsierten magnetischen Mikropartlkein 

1 g magnetischer iVIikropartikel, bestehend aus mit Glutardialdehyd [Bolto et al. 
35 (1978) J. AppI, Polym. Set. 2, 1977] vernetztem Polyvinylalkohol, werden im 
Verlauf von einer Stunde mit 10 ml 30%-igem Wasserstoffperoxid aktiviert. Die 
Partikel werden aus der Suspension abgetrennt und mit Wasser peroxidfrei 
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gewaschen, Dann gibt man diese Partikel zu einer Losung von 1.1 g Acrylannid 
und 0.5 g Styrensulfonsaure, die mit Natronlauge auf pH 7 gebracht wurde. Nach 
der Zugabe von 40 mg Eisen(ll)-sulfat ruhrt man 1 Stunde bei Raumtemperatur. 
Die Partikel werden dann abgesaugt, mit Wasser von restlichem Monomer und 
5 nicht gepfropften Polymer befreit und sind fiir die Anreicherung von DNA-haltigen 
Bestandteilen bereit. 

Beispiel 2a 

Anreicherung DNA-haltiger Bestandteile 

10 mg der unter Beispiel 1 hergestellten Magnetpartikel werden in eine Mischung 
aus 2 ml Blut und 4 ml eines Lysepuffers, bestehend aus einer 2.5 M Losung von 
Saccharose, die 1 % v/v Triton X-100 enthalt, gegeben. Die Losung wird innig 
gemischt, um die Magnetpartikel zu verteilen und 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Dann trennt man die Partikel durch Aniegen eines Permanentrinagneten 
an die GefaBwand ab und verwirft die Flussigkeit im Gefali, wobei man darauf 
achtet, keine Magnetpartikel zu verlieren. 

Die Partikel mit den gebundenen DNA-haltigen Bestandteilen werden nun In 200 
pi 1 .5 M NaCI-Losung resuspendiert. Wiederum werden die Magnetpartikel durch 
Aniegen eines auBeren Magnetfeldes an der Gefaliwand gesammelt. Der 
Gberstand kann nun weiteren Methoden zur Aufreinigung von DNA zugefuhrt 
werden. 

Beispiel 2b 

25 Anreicherung DNA-haltiger Bestandteile 

10 mg der unter Beispiel 1 hergestellten Magnetpartikel werden in eine Mischung 
aus 2 ml Blut und 4 ml eines Lysepuffers, bestehend aus einer 2,5 M Losung von 
Saccharose, die 1 % v/v Triton X-100 und 0,5 M EDTA enthalt, gegeben. Die 
Losung wird innig gemischt, um die Magnetpartikel zu verteilen und 10 Minuten 

30 bei Raumtemperatur inkubiert, Dann trennt man die Partikel durch Aniegen eines 
Permanentmagneten an die GefaRwand ab und verwirft die Flussigkeit im GefaR, 
wobei man darauf achtet, keine Magnetpartikel zu veriieren. 
Die Partikel mit den gebundenen DNA-haltigen Bestandteilen werden nun in 200 
pi 1,5 M NaCI-Losung resuspendiert. Wiederum werden die Magnetpartikel durch 

35 Aniegen eines auReren Magnetfeldes an der GefaRwand gesammelt. Der 
Gberstand kann nun weiteren Methoden zur Aufreinigung von DNA zugefuhrt 
werden. 
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Beispiel 3 

Lagerung der angereicherten DNA-haltigen Bestandteile 

5 Die Anreicherung erfolgt wie im Beispiel 2 beschrieben. Nach Abtrennung des 
Komplexes aus DNA-haltigen Bestandteilen und Partikein vom Uberstand durch 
Aniegen eines Permanentmagneten wird dieser Komplex bei Raumtemperatur bis 
30°C mindestens eine Woche gelagert und danach einer DNA-lsolation zugefuhrt. 
Die Menge der isolierten DNA und deren Qualitat entsprechen in der 
10 GroRenordnung den Parametern, die vergleichsweise bei sofortiger Extraktion 
unmittelbar nach der Anreicherung erzielt werden. 

Eine weitere Lagerung eines Komplexes fur eine weitere Woche bei 4°C vor der 
anschlielienden DNA-lsolatlon zeigt gleiche Ergebnisse bezuglich der DNA- 
Menge und Qualitat. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Anreicherung und Stabilisierung von DNA-haltigen 
Bestandteilen, dadurch gekennzeichnet, dass DNA-haltiges Probenmaterial 
in einem Lyse-Bindungspuffer-System, welches mindestens ein 
Lysereagenz und mindestens ein festes Adsorbens unnfasst, partiell lysiert 
wird und die DNA-haltigen Bestandteile an das Adsorbens gebunden 
werden, wobei die Oberflache des Adsorbens mit Polymeren funktionalisiert 
ist, die aus einem Tragerpolymer und/oder aus Saurekomponente(n) aus 
polymerisationsfahigen Sauren oder Derivaten von polymerisationsfahigen 
Sauren bestehen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Tragerpolymer polymerisationsfahige Sauren, vorzugsweise Acrylsauren 
Oder Methacrylsauren, oder Derivate von polymerisationsfahigen Sauren, 
vorzugsweise Acrylamide, Methacrylamide oder Acryisaureester, verwendet 
werden, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Polymere Copolymere aus Tragerpolymer und Saurekomponente, ietztere 
ausgewahit aus Sulfonsauren, Phosphonsauren oder Carbonsauren, 
verwendet werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass Copolymere im 
Monomerverhaltnis 9:1 bis 1:1, vorzugsweise 9:1 bis 3:1, von 
Tragerpolymer zu Saurekomponente, verwendet werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Gehalt der Saurekomponente im Reaktionsgemisch zwischen 10 % w/w 
und 50 % w/w, vorzugsweise zwischen 10 % w/w und 25 % w/w llegt 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Saurekomponente ein Vinylsulfonsaurederlvat verwendet wird, 
vorzugsweise Styrensulfonsaure. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Adsorbens aus organischen oder anorganischen festen 
Tragermaterialien, an die die Polymere gebunden sind, besteht, 
vorzugsweise Polystyren, Polysulfone, modifizierte oder unmodifizierte 

5 Kieselgeie, Polyester, Polycarbonate, Polyamide oder Polymere mit . 

Hydroxylgruppen, vorzugsweise Cellulose oder Polyvinyialkoholderivate. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Adsorbens 
Mikropartikel nnit einem mittleren Durchmesser von 1-100 pm, 

10 vorzugsweise 

1-30 pm, eingesetzt werden, 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Adsorbens magnetische Mikropartikel eingesetzt werden, 

15 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Lysereagenz mindestens ein Detergenz im Gemisch mit 
mindestens einem nativen Kohlenhydrat, vorzugsweise einem 
Oligosaccharid, und/oder mindestens einem Komplexbildner umfasst 

20 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
nichtionisches Detergenz verwendet wird, vorzugsweise Derivate aus den 
Reihen Triton, Tween, NP-40 oder Gemische davon. 

25 12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Oligosaccharid ein Disaccharid, vorzugsweise Saccharose, verwendet wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Komplexbildner EDTA verwendet wird. 

30 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Lysereagenz Triton X-100, vorzugsweise 1 % v/v, Saccharose, 
vorzugsweise 2.5 M, und/oder EDTA, vorzugsweise 0.5 M, umfasst. 

35 15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass als DNA-haltiges Probenmaterial biologisches Material, vorzugsweise 
Blut, Leukocytenfraktlonen, Buffy coat, Urin, Serum, Plasma, 
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Zellsuspensionen von Mikroorganismen Oder Aufschlusse von Pflanzen, 
zum Einsatz kommen, 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als DNA-haltige 
Bestandteile Zellorganellen, vorzugsweise Zellkerne, Mitochondrien oder 
Chloroplasten, DNA-haltige Proteinkomplexe oder DNA-haltige Viren 
angereichert werden. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass die DNA-haltigen Komplexe nnit Hilfe von wassrigen Salzlosungen, die 
bevorzugt Alkali- und Erdalkalihalogenide enthaiten, von dem festen 
Adsorbens abgelost werden, 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass Alkali- 
und/oder Erdalkalichloride, vorzugsweise Lithium- und/oder Calciumchlorid, 
in einer Konzentration von 0.01-3,0 M, vorzugsweise in einer Konzentration 
von 0,01 bis 1,5M, eingesetzt werden. 
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Anmeldedatum veroffGntlicht worden ist 

■L' Veroffentlichung, die geelgnet Ist, einen Priorltatsanspruch zwelfelhaft er- 
schelnen zu lassen, oder durch die das Verdffentlfchungsdatum etner 
anderen Im Recherchenbericht genannten Verdffentllchung belegl werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wle 
ausgefiihrt) 

'O* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezieht 

■p' Veroffentlichung, die vor dem Internatlonalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priorltatsdatum veroffentlicht worden Ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem inlernationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden Ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnls des der 
Erfindung zugrundellegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

■X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTatigkelt beruhend betrachtet werden 

'Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wird und 
diese Verblndung fOr einen Fachmann naheliegend Ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie Ist 



Datum des Abschlusses der internatlonalen Recherche 



31. Marz 2005 



Absendedatum des Internatlonalen Recherchenberlchts 



07/04/2005 



Name und Postanschrift der Internatlonalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL ~ 2280 HV Riiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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C.(Foitsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KategoriG'" Bezelchnung der Veroffentlichung, someit etfoideriich unler Angabe der in Bstracht kommenden Tolls 



Belr. Anspruch Nr. 



SAFARK I ET AL: "Use of magnetic 
techniques for the isolation of cells" 
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY B : BIOMEDICAL 
APPLICATIONS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
ML, 

Bd. 722, Nr. 1-2, 

5. Februar 1999 (1999-02-05), Seiten 
33-53, XP004156204 
ISSN: 0378-4347 

ODABASI M ET AL: 

" Polyhydroxyethyl methacryl ate-based 
magnetic DNA-aff1n1ty beads for ant1-DNA 
antibody removal from systemic lupus 
erythematosus patient plasma" 
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY B: BIOMEDICAL 
SCIENCES & APPLICATIONS, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, NL, 
Bd. 760, Nr. 1, 

25. August 2001 (2001-08-25), Seiten 
137-148, XP004273999 
ISSN: 1570-0232 

LUNDBERG J 0 N ET AL: "High nitric oxide 
production 1n human paranasal sinuses" 
NATURE MEDICINE, 

Bd. 1, Nr. 4, 1995, Seiten 370-373, 

XP008044959 

ISSN: 1078-8956 



HARDINGHAM J E ET AL: "IMMUNOBEAD-PCR: A 
TECHNIQUE FOR THE DETECTION OF CIRCULATING 
TUMOR CELLS USING IMMUNOMAGNETIC BEADS AND 
THE POLYMERASE CHAIN REACTION" 
CANCER RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR 
CANCER RESEARCH, BALTIMORE, MD, US, 
Bd. 53, 1. August 1993 (1993-08-01), 
Seiten 3455-3458, XP000605489 
ISSN: 0008-5472 



LEVISON P R ET AL: "Recent developments 
of magnetic beads for use in nucleic acid 
purification" 

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY A, ELSEVIER 
SCIENCE, NL, 
Bd. 816, Nr. 1, 

7. August 1998 (1998-08-07), Seiten 
107-111, XP004145838 
ISSN: 0021-9673 
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Feld il Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkl 2 auf Blatt 1) 



GemSB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fur bestlmmtG AnsprCiche kein Recherchenbericht erstellt: 

1 . Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die Behorde nIcht verpflichtet ist, namllch 



I I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine stnnvolle internationale Recherche nicht durchgefOhrt warden kann, nSmlich 

s1ehe BEIBLATT PCT/lSA/210 



3. I I AnsprCiche Nr. 

weil es sich dabel um abhSnglge Anspruche handelt, die nIcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld III Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgesteilt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderllchen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrlchtet hat, erstreckt sich dteser 
* — ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren AnsprCiche. 

2 I I Da fQr alle recherchlerbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
I — I zusdtziiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hdtte, hat die Behorde nIcht zur Zahlung einer solchen Gebtihr aufgefordert. 



3, Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* — ' Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche. fQr die GebGhren entrichtet worden sind, namllch auf die 

Anspruche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrSnkt sich daher auf die In den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung: dIese ist In foigenden AnsprOchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebUhren wurden vom Anmelder unter WIderspruch gezahlt. 

I I Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne WIderspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld II. 2 
Anspruche Nr. : 



Das Verfahren gemass Anspruch 1 belnhaltet e1ne Anzahl verschiedener 
Merkmale, wobei jedes dieser Merkmale fur sich gesehen derart bre1t und 
vage formal iert ist, dass eine sinnvolle Recherche fur einen derartig 
formuHerten Anspruch oder die Kombnation der Merkmale nicht moglich war 
(s1ehe z. B. "DNA-halt1ges Probenmaterial" , "Adsorbens", "m1t Polymeren 
funktionalisiert"). In den abhangigen Anspruchen (z.B. 2, 3, 7, 10, 15 
und 17) warden zwar Jewells einzelne dieser Merkmale spezifiziert , 
jedoch ergeben sich auf Grund der Vielzahl der in diesen Anspruchen 
erwahnten equivalenten Alternativen eine nicht zu bestimmende Anzahl 
unabhangiger Kombinationsmoglichkeiten, fur die ebenfalls keine 
Recherche durchgefuhrt werden konnte. 

Somit mussste die Recherche primar ausgehend von den (einzigen) 
Merkmale, die in den Bei spiel en Erwahnung finden durchgefuhrt werden 
(d.h. auf Grund von raagnetischen Mikropartikeln, die mit 
Styrensulfonsaure und Acrylamid funktionalisiert sind und auf Grund von 
Blut als "DNA-haltlgem Bestandteil "). 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenbericht erstellt 
wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer International en vorlaufigen 
Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT).In seiner Eigenschaft als mit, 
der internatlonalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
zu denen keine Recherche vorl iegt .Dies gilt auch fur den Fall, dass die 
Patentanspruche nach Erhalt des internatlonalen Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, dass der Anmelder 1m 
Zuge des Verfahrens gemass Kapitel II PCT neue Patentanpriiche 
vorlegt.Nach Eintritt in die regional e Phase vor dem EPA kann jedoch im 
Zuge der Prufung eine weitere Recherche durchgefuhrt werden (Vgl. 
EPA-Rlchtl inien C-VI^ 8.5), soil ten die Mangel behoben sein, die zu der 
Erklarung gemass Art. 17 (2) PCT gefiihrt haben. 
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